Un coronavirus SARS adaptado a ratón causa enfermedad y 
mortalidad en ratones BALB / c 

Anjeanette Roberts, Damon Deming, Christopher D Paddock, Aaron Cheng, Boyd Yount Leatrice Vogel, Brian D Hermán, 

Tim Sheahan Mark Heise Gillian L Genrich, Sherif R Zaki, Ralph Bario Kanta Subbarao 

Publicado: 12 de enero de 2007 • https://doi.org/10.1371/journal.ppat.0030005 

Resumen 

Ningún modelo animal único para el síndrome respiratorio agudo severo (SRAS) reproduce todos los aspectos de la enfermedad 
humana. Los ratones jóvenes endogámicos admiten la replicacióndel SARS-coronavirus (SARS-CoV) en el tracto respiratorio y están 
disponibles en cantidades suficientes para la evaluación estadística. Son relativamente económicos y de fácil acceso, pero su uso en 
la investigación del SARS es limitado porque no desarrollan enfermedades después de la infección. Los ratones BALB / c más viejos 
(de 12 a 14 meses de edad) desarrollan enfermedad clínica y neumonitis, pero pueden ser difíciles de conseguir, y la senescencia 
inmune complica los estudios de patogénesis. Adaptamos el SARS-CoV (cepa Urbani) por pasaje en serie en el tracto respiratorio de 
ratones BALB /c jóvenes. Quince pases resultaron en un virus (MA15) que es letal para los ratones después de la inoculación 
intranasal. La letalidad está precedida por una replicación viral rápida y de alto título en los pulmones, viremia y diseminación del virus 
a sitios extrapulmonares acompañados de linfopenia, neutrofilia y cambios patológicos en los pulmones. El antígeno viral abundante 
se distribuye ampliamente en las células epiteliales bronquiales y los neumocitos alveolares, y los restos celulares necróticos están 
presentes en las vías respiratorias y los alvéolos, con solo neumonitis leve y focal. Estas observaciones sugieren que los ratones 
infectados con MA15 mueren a causa de una infección viral abrumadora con destrucción extensa, mediada por virus, de neumocitos y 
células epiteliales ciliadas. El virus MA15 tiene seis mutaciones de codificación asociadas con la adaptación y el aumento de la 
virulencia; cuando se introducen en un SARS-CoV recombinante, estas mutaciones dan como resultado un virus altamente virulento y 
letal (rMAl 5), duplicando el fenotipo del virus MA15 derivado biológicamente. La inoculación intranasal con MA15 reproduce muchos 
aspectos de la enfermedad observada en casos humanos graves de SARS. La disponibilidad del virus MA15 mejorará el uso del 
modelo de ratón para el SARS porque la infección con MA15 causa morbilidad, mortalidad y patología pulmonar. Este virus será 
valioso como un desafío estricto en la evaluación de la eficacia de las vacunas y los antivirales. 

Resumen del autor 

El síndrome respiratorio agudo severo (SRAS) es una enfermedad respiratoria grave, a veces mortal, causada por un coronavirus 
(SARS-CoV). Para estudiar la enfermedad y evaluar las vacunas y los medicamentos antivirales, se necesitan modelos animales que 
imiten la enfermedad. Sin embargo, ningún modelo animal único para el SARS reproduce todos los aspectos de la enfermedad, ya 
que afecta a los humanos. El SARS-CoV se replica en los pulmones de ratones jóvenes, pero no muestran signos de enfermedad. La 
adaptación del SARS-CoV por paso en serie en los pulmones de los ratones resultó en un virus (MA15) que es letal para los ratones 
jóvenes después de la inoculación intranasal. La letalidad está precedida por una replicación viral rápida y de alto título en los 
pulmones, viremia y diseminación del virus a sitios extrapulmonares acompañada de cambios hematológicos y patológicos en los 
pulmones. Los ratones infectados con el virus MA15 mueren a causa de una infección viral abrumadora con una destrucción extensa, 
mediada por virus de los neumocitos y células epiteliales ciliadas. El virus MA15 tiene seis mutaciones codificantes en su genoma 
que, cuando se introducen en un SARS-CoV recombinante, confieren letalidad. El virus MA15 mejorará el uso del modelo de ratón 
para el SARS porque la infección con este virus en ratones reproduce muchos aspectos de la enfermedad humana grave, incluida la 
morbilidad, la mortalidad y la patología pulmonar. 
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Introducción 









La ocurrencia a fines de 2002 y principios de 2003 de casos de síndrome respiratorio agudo severo (SRAS) en el sudeste de China 
rápidamente atrajo la atención internacional ya que la enfermedad enfermó a más de 8,000 personas y se propagó a más de 30 
países en seis meses. Desde la identificación del agente etiológico, el SARS-coronavirus (SARS-CoV), en 2003, el desarrollo y la 
caracterización de modelos animales para la evaluación de la profilaxis y las estrategias de tratamiento han sido de gran interés. 
Aunque el SARS-CoV no se ha asociado con un brote generalizado posterior desde 2002-2003, el potencial para tal brote 
permanece. La identificación de un coronavirus similar al SARS en murciélagos de herradura chinos (especies de Rhinolophus ) que 
son indígenas en todo el sudeste asiático sugiere que pueden representar un reservorio natural desde el cual se pueden introducir 
virus en la población humana [ 1 ]. El curso de la infección en modelos animales se abrevia en comparación con el curso del SARS en 
humanos; sin embargo, muchos aspectos de la enfermedad asociada al SARS-CoV son reproducibles en modelos animales, incluida 
la susceptibilidad dependiente de la edad, la recuperación del SARS-CoV de tejidos y secreciones respiratorias, infección de 
neumocitos tipo I y tipo II y células epiteliales bronquiales, detección de virus genoma en sangre y tejidos extrapulmonares, y patología 
pulmonar (incluyendo neumonitis, edema, restos necróticos y formación de membrana hialina) [2,3], Se han reportado síntomas 
clínicos en algunas especies, pero los hallazgos no son completamente reproducibles en especies exogámicas. La variabilidad en los 
síntomas clínicos observados en especies exogámicas puede ser el resultado de factores adicionales, incluida la infección con 
copatógenos, el estrés, la existencia de subespecies de animales de prueba y el uso de diferentes cepas de virus. Esta variación 
puede ser problemática en los estudios de patogénesis y eficacia de la vacuna a menos que se incluya un número suficientemente 
grande de animales en cada grupo de tratamiento [2 ]. El modelo animal ideal demostraría la replicación viral en tejidos respiratorios, 
evidencia histopatológica de enfermedad respiratoria y signos clínicos consistentes de enfermedad, incluida la mortalidad. Sería 
deseable un modelo animal pequeño en el que se vean todos estos aspectos de la enfermedad asociada al virus, ya que se pueden 
generar datos reproducibles en animales endogámicos, y se puede incluir un mayor número de animales para el análisis estadístico 
de los resultados biológicos. 

Para generar un modelo que satisfaga estos criterios, hemos pasado el SARS-CoV en serie en el tracto respiratorio de ratones BALB 
/ c jóvenes, lo que resulta en un virus letal que causa pérdida de peso dependiente de la dosis y mortalidad asociada con títulos virales 
más altos en el tracto respiratorio que se observan con el virus de tipo salvaje y con hallazgos histopatológicos de enfermedad 
pulmonar severa. Aquí se informan las características de este SARS-CoV letal adaptado a ratón (MA15). 

Resultados 

Adaptación de SARS-CoV para el aumento de la virulencia en un modelo de ratón BALB/ c joven 


La adaptación del SARS-CoV (Urbani) se logró mediante el paso en serie a través de los pulmones de ratones BALB / c como se 
describió anteriormente para los virus de la gripe A y la gripe B [4,5]. Los ratones ligeramente anestesiados se inocularon por vía 
intranasal con 10 5 50% de dosis infecciosa de cultivo de tejidos (TCID 50 ) por ratón de SARS-CoV (Urbani). Dos o tres días después 
de la infección (ppp), cuando se observan los títulos virales máximos, se extrajeron los pulmones de ratones infectados y se usaron 
homogenados clarificados como inóculos para el paso en serie continuo mediante inoculación intranasal en ratones. Para detectar 
virulencia en ratones, se inoculó a grupos de ratones jóvenes vírgenes ( N = 5-8) con homogenados de pulmón recogidos en los pases 
2,10 y 15 (P2, PIO y P15, respectivamente), se pesaron diariamente y se observaron dos veces diariamente por signos de 
morbilidad o mortalidad. No se observaron muertes después de la inoculación con P2 o PIO; sin embargo, se observó un aumento de 
la morbilidad, como lo indica la pérdida de peso, en ratones inoculados con PIO el día 3 después de la infección (pi) (datos no 
publicados). Se observó mortalidad en ratones inoculados con P15; El 60% de los ratones inoculados con P15 murieron o mostraron 
una morbilidad extrema y fueron sacrificados por 5 ppp. No se observó mortalidad en ratones infectados con pasajes intermedios 
(P11-P14), y no se midió la morbilidad acompañante (datos no publicados). El sobrenadante de los homogeneizados de pulmón en 
P15 contenía un conjunto de virus heterogéneo como es evidente en el análisis de secuencia de fragmentos de ADNc generados por 
la amplificación por PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) a partir de ARN viral purificado (ARNv). Se observaron picos duales en 
cromatogramas de secuencia en varios residuos de nucleótidos, lo que indica poblaciones mixtas en el conjunto de virus. Para 
obtener una población clonal, el virus P15 se clonó biológicamente mediante tres rondas de dilución terminal en células Vero. Se 
evaluaron cinco clones de letalidad en ratones BALB / c de 6 a 8 semanas de edad; Estos clones causaron mortalidad del 50% al 
100%. Un clon, designado MA15, resultó en una mortalidad del 100% en 6 días. Los ratones BALB le de 6 a 8 semanas, 4 meses y 
13 meses fueron todos susceptibles a la infección por MA15, con morbilidad severa o muerte dentro de 3 a 5 días después de la 
inoculación intranasal. 


Mutaciones identificadas en el virus adaptado al ratón 


Para identificar las mutaciones en MA15 asociadas con el fenotipo letal, la secuencia de MA15 se comparó con la del SARS-CoV 
(Urbani). La secuencia del virus inicial del SARS-CoV (P0)fue idéntica a la secuencia publicada del SARS-CoV (Urbani), y se 
identificaron seis sustituciones de nucleótidos en el genoma MA15 en comparación con la del SARS-CoV (Urbani). Se predijo que las 
seis sustituciones causarían sustituciones de aminoácidos. Estas seis mutaciones se localizaron en el marco de lectura abierto (ORF) 
1 ab (cuatro mutaciones) y los ORF S y M (uno cada uno) de SARS-CoV ( Figura 1 ). El análisis independiente realizado por el Instituto 
de Investigación Genómica (Rockville, Maryland, Estados Unidos), bajo un contrato del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades 
Infecciosas (NIAID), confirmó las mismas seis mutaciones en la secuencia MA15 en comparación con las del SARS-CoV ( Urbani) 
secuencia. 
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Figura 1. Diagrama esquemático de las mutaciones indicadoras del genoma del SARS-CoV encontradas en el virus MA15 

(A) El genoma de ARN de sentido positivo de 29.727 nucleótidos del SARS-CoV se representa en este dibujo a escala con 
ORF indicados por recuadros sombreados (gris oscuro, proteínas estructurales y no estructurales; gris claro, genes accesorios 
XI-X5 [ 37 ] y líneas rectas, regiones no codificantes). Los asteriscos indican los sitios de los seis cambios de nucleótidos (en 
comparación con la secuencia publicada de SARS-CoV (Urbani)) que dan como resultado seis mutaciones de codificación 
encontradas en el SARS-CoV adaptado a ratón (MA15). 




(B) Las seis mutaciones encontradas en MA15. un ORF, marco de lectura abierto. D CDS, secuencia codificante, secuencia de 
nucleótidos que se corresponde con la secuencia de aminoácidos en una proteína (la ubicación incluye el codón de inicio y 
finalización). c nsp, proteína no estructural, producto de escisión de ORF lab; Pro principal, proteasa principal similar a 3C; Fióla, 
helicasa. d RBM, motivo de unión al receptor (aminoácidos 424-494). 
https://doi.Org/1 0.1371 /¡ournal.ppat.0030005.a001 


Generación de clones recombinantes 


Para confirmar que las seis mutaciones identificadas en el virus MA15 eran responsables de la letalidad en ratones, las mutaciones se 
introdujeron en clones de ADNc de los que se recuperaron los SARS-CoV recombinantes. El análisis de secuencia confirmó que los 
virus recombinantes contenían los conjuntos de mutaciones apropiados que se derivaron del virus MA15. Además de generar un virus 
recombinante que incluía las seis mutaciones (rMA15), se generaron dos recombinantes adicionales que contenían las dos 
mutaciones en los genes de proteínas estructurales o las cuatro mutaciones en el ORF lab (rMA15 SM y rMA15 oRFlab . 
respectivamente). 


Los virus MA15 y recombinantes se replican in vitro con una cinética similar 


Los tres virus recombinantes demostraron una cinética y niveles de replicación viral similares en comparación con el del clon 
infeccioso SARS-CoV (icSARS-CoV), un SARS-CoV recombinante de tipo salvaje (Urbani) generado a partir de ADNc, el virus MA15 
derivado biológicamente y el SARS -CoV (Urbani) en análisis de crecimiento in vitro de ciclo único en células Vero E6. Con una 
multiplicidad de infección (MOI) de 0.1, los virus alcanzaron la replicación máxima (10 7 0_7 - 5 pf u / mL) a ~ 24 hpi, con un ligero retraso 
en los títulos máximos para rMA15 oRFlab ( Figura SI ). El análisis de transferencia Northern de ARN de células Vero E6 infectadas 
indicó que el ARNm genómico y el ARNm viral y los ocho ARNm subgenómicos estaban presentes en proporciones similares para los 
virus recombinantes y el virus MA15 que para el SARS-CoV (Urbani) ( Figura 2 AL El nivel de expresión y movilidad de las proteínas 
estructurales (S y N) y una proteína accesoria (ORF 3a, también llamada XI) de los virus recombinantes y el virus MA15 fueron 
comparables a las del SARS-CoV (Urbani), según lo determinado por Western análisis de transferencia ( Figura 2 B). Aunque S, N y 
XI están algo reducidos en el carril ( Figura 2 B) de los cultivos infectados con icSARS-CoV, esto se asocia con cantidades reducidas 
de proteína total agregada al pozo, en lugar de cualquier reducción específica en la expresión de XI. Por lo tanto, los virus 
recombinantes (rMA15 SM , rMA15 oRFlab . rMA15 y icSARS-CoV) y el virus MA15 no muestran defectos en la replicación o en la 
expresión de ARN o proteínas en comparación con el SARS-CoV (Urbani) en las células Vero E6. 
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Figura 2. Los CoV de SARS recombinantes demuestran el procesamiento normal de ARNv y proteínas 

(A) Análisis del norte. Se aisló ARN intracelular a 10,5 hpi de células Vero E6 infectadas con virus indicados o de células 
infectadas simuladas. El ARN (0,1 pg) se trató con glioxal, se separó en gel de agarosa al 1%, se transfirió a una membrana 
BrightStar-Plus y se sondeó con un oligómero biotinilado específico de gen N como se describe en Materiales v Métodos . 

(B) Análisis occidental. Los lisados celulares se separaron en dos geles de SDS-PAGE al 7,5%, se transfirieron a fluoruro de 
polivinilideno y se sondearon con antisuero anti-S de ratón (panel superior) o se sondearon primero con un antisuero anti-XI de 
ratón (suero elevado a la proteína accesoria XI [ 37. ]; panel central), y luego se despojó y sondeó nuevamente con un antisuero 
anti-N de ratón (panel inferior). Cada anticuerpo primario fue seguido por anticuerpo secundario de cabra anti-ratón conjugado 
con FIRP y visualizado porquimioluminiscencia mejorada. 

https://doi.Org/1 0.1371 /¡ournal.ppat.0030005.Q002 


Replicación de MA15 y rMA15 en ratones 


Grupos de ratones sin tratamiento previo fueron inoculados con diluciones en serie de 10 veces del virus MA15, y la pérdida de peso 
dependiente de la dosis y la letalidad observada después de la infección se resume en la Tabla 1 . Los ratones que recibieron una 
dosis >10 3,9 TCID so del virus MA15 murieron o perdieron más del 20% de su peso corporal inicial entre los días 3 y 5 pi Los ratones 
que experimentaron una pérdida de peso superior al 20% del peso corporal inicial se sacrificaron de acuerdo con nuestro estudio en 
animales protocolo. La dosis letal del 50% (DL 50 )fue de 10 4 6 TCID 50 . A una dosis intermedia no letal (10 2 9 / ratón), los ratones 
perdieron 8.4% ± 2.5% del peso corporal inicial al día 4 pi. A una dosis más baja, la pérdida de peso no fue significativa (4.3% ± 1.0% 
al día 4 pi) 



Tabla 1. 

Morbilidad y mortalidad en ratones tras la administración intranasal de virus MA15 y recombinantes MA15 
https://doi.org/10.1371/iournal.ppat.0030005.t001 










Del mismo modo, se inoculó a grupos de ratones sin tratamiento prev ¡ 0 con diluciones en serie de 10 veces de rMA15, rMA15 oRFlab 0 
rMA15 sm . y se l es siguió diariamente para detectar signos de morbilidad (indicada por pérdida de peso) y mortalidad. La mortalidad 
se observó solo en ratones inoculados con rMA15 a dosis iguales o superiores a 10 4,4 TCID / ratón ( Tabla 1 ). La LD 50 para 
rMA15 de 10 3 9 TCID 50 es similar a la LD 50 observada para el virus MA15. De acuerdo con las observaciones posteriores a la 
infección con el virus MA15, los ratones inoculados con bajas concentraciones de rMA15 (10 0.4-2.4 TCID 50 / ratón) tuvieron poca o 
ninguna pérdida de peso significativa, pero una dosis intermedia de rMA15 (10 34 TCID 50 / ratón) resultó en pérdida de peso 
significativa pero sin mortalidad. Así rMAl 5 recapituló el fenotipo del virus MA15 en ratones. La inoculación con las dosis más altas 
de rMA15 SM y rMA15 oRFlab (10 6,2 TCID 50 / ratón) no resultó en mortalidad ( Tabla 2 ). y solo los ratones ¡ n f ec tados con rMAl 5 oRFiab 
demostraron una morbilidad significativa como lo indica la pérdida de peso. 



Tabla 2. 

Morbilidad y mortalidad en ratones después de la administración intranasal de MA15 y virus recombinantes 
https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.t002 


La letalidad rápida observada después de la administración del virus MA15 (o su clon recombinante rMAl 5) a ratones BALB /c podria 
ser el resultado de cambios en el tropismo tisular con o sin viremia, aumento de la carga viral y posterior necrosis en los tejidos 
pulmonares o extrapulmonares, falla innata o temprana respuestas inmunes adaptativas, inmunopatología en tejidos pulmonares o 
extrapulmonares, o una combinación de estos u otros factores. Para evaluar si los cambios en el tropismo tisular o los niveles de 
replicación viral podrían contribuir al fenotipo letal del virus MA15, se determinaron los títulos virales en pulmones, bazo, hígado y 
cerebro de ratones BALB / c en varios puntos de tiempo después de la inoculación intranasal con SARS-CoV (Urbani) o MA15. 


Replicación eficiente del virus MA15 en tejidos pulmonares 


Los ratones se inocularon por vía intranasal con SARS-CoV (Urbani) (10 5 TCID 50 / ratón, una dosis que produce títulos virales 
máximos en los pulmones de ratones de 2 ppp) o con letal (10 5 6 TCID 50 / ratón) o subdetal (10 3,6 TCID 50 / ratón) dosis del virus 
MA15. En varios puntos de tiempo p¡, se sacrificaron ratones y se recolectaron tejidos para su posterior procesamiento. Los datos de 
los experimentos replicados se combinaron. Se detectaron altos títulos de virus en los pulmones de ratones hasta el día 5 pi ( Figura 3 
). Un día después de la inoculación, la cantidad de SARS-CoV (Urbani) en los pulmones fue de 610 6 TCID 50 /g de tejido. Después 
de la administración de una dosis letal, se encontró que el virus MA15 se replicaba a títulos significativamente más altos de ~ 109 
TCID so/g de tejido dentro de las 24 h (p = 0,0001; Figura 3 ). En este estudio ven estudios anteriores (K. Subbarao, A. Roberts, L. 
Vogel, E. Lamirande, et al., Datos no publicados), los títulos pico de virus (~10 7,0 TCID 50 /g de tejido) ocurren en el día 2 siguiente 
inoculación con SARS-CoV (Urbani). En comparación, para el día 2 pi, los títulos virales en ratones inoculados con MA15 alcanzaron, 
o persistieron, títulos de ~ 109 TCID 50 /g de tejido, independientemente de la dosis de inoculación ( Figura 3 ). Además, en ratones 
inoculados con una dosis sub-letal de MA15, el virus se detectó a 10 7,7 TCID 5 n/g de pulmón en el día 5 pi. En comparación, en 
ratones ¡nfectados con SARS-CoV (Urbani), el virus se detectó en títulos de 10 5,1 TCID 50 /g de pulmón en el día 5 pi Por 6 ppp, el 
virus ya no se detectó consistentemente en ratones inoculados con SARS-CoV (Urbani) o con dosis sub letales del virus MA15 ( 
Figura 3 ). 
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Figura 3. Títulos de virus en pulmones de ratones BALB / c inoculados con virus SARS-CoV o [VIAl 5 

Los datos representan una compilación de dos experimentos. En cada experimento, se inocularon grupos de cuatro ratones por 
vía intranasal con 50 pL de SARS-CoV (Urbani) (10 5 0 TCID 50 / ratón, barras negras) o virus MA15 en letal (10 5,6 TCID 50 / 
ratón, barras blancas) o sub dosis letales (10 3 6 TCID 50 / ratón, barras de color gris claro). Los ratones se sacrificaron en ppp 
indicados. Los ratones que recibieron dosis letales del virus MA15 no sobrevivieron más allá del día 4. Las barras representan 
títulos virales medios; Las barras de error indican error estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0.05) en 
comparación con los títulos en ratones que reciben dosis letales del virus MA15. La línea de puntos indica el límite inferior de 
detección (10 15 TCID 50 /g)- 
https://doi.ora/10.1371 /iournal.DDat.0030005.a003 


Virus MA15 detectado en tejidos extrapulmonares 


Después de la inoculación con una dosis letal del virus MA15, el virus también se recuperó del bazo, el cerebro y el hígado desde el 
día 1 hasta el día 4 pi en títulos que van desde 10 18 a 10 2 7 TCID 50 /g (cerebro) y desde 10 1,8 a 10 3 3 DICT 50 / g (bazo) ( Tabla 3 ). 
El virus se detectó con mayor frecuencia en el hígado y con títulos más altos (10 21 -10 43 TCID 50 /g) que en el cerebro o el bazo. El 
virus no se recuperó de ninguno de estos órganos después de la inoculación con SARS-CoV (Urbani), excepto en un ratón, sacrificado 
5 ppp, en el que el virus se detectó en el bazo a un título justo por encima del límite de detección ( Tabla 3 ). Aunque los niveles de 








replicación viral detectados en estos tejidos en ratones infectados con MA15 son modestos, el número de ratones en los que se 
detectó el virus es notable, y tanto la frecuencia como los títulos son significativamente más altos que los observados en SARS-CoV 
(Urbani) - Ratones infectados. 



Tabla 3. 

Detección de virus infecciosos SARS-CoV y MA15 
https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.t003 


En un experimento separado, también se detectó el virus infeccioso en sueros de ratones infectados con el virus MA15 o los SARS- 
CoV recombinantes en los días 2 y 4 pi. Los datos de este experimento sugieren que la presencia de virus en el suero puede ser 
facilitada por las mutaciones en el S y genes M, ya que el virus se detectó con mayor frecuencia y con títulos más altos en sueros de 
ratones infectados con MA15, rMA15 o rMA15 S m que en sueros de ratones infectados con ¡cSARS-CoV o MA15 oRFlab ( Figura S2 

)■ 


ARNv detectado en tejidos pulmonares y extrapulmonares 


Además de la recuperación del virus infeccioso de estos tejidos, también se aisló el ARN total de sangre completa, cerebro, riñón, 
hígado, intestino, bazo, timo, corazón y pulmones de ratones BALB / c después de la infección. Aunque la virología cuantitativa tiene 
relevancia biológica, ya que indica la carga viral al medir virus infecciosos, la RT-PCRde ARNv o ARNm subgenómico puede ser un 
ensayo más sensible para detectar la presencia de virus. Debido a la estrategia de replicación del SARS-CoV, los cebadores que 
amplifican específicamente los ARNm subgenómicos permiten la detección de productos de transcripción viral. Además, la 
amplificación de los ARNm específicos de virus permite la distinción de los ARNv que pueden representar virus no viables [ 6 ]. La 
amplificación por RT-PCR de secuencias genómicas, antigenómicas y subgenómicas específicas de ARNm se empleó para 
confirmar la presencia de ácido nucleico de SARS-CoV o productos de transcripción viral en diferentes tejidos. 

Se inocularon grupos de cuatro ratones con una dosis letal del virus MA15 o con SARS-CoV (Urbani) (10 5 TCID 50 / ratón). Los 
ratones inoculados con el virus MA15 no sobrevivieron después del día 4 pi Se siguieron ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) 
hasta el día 14 pi vRNA, y el ARNm viral se amplificó de los pulmones de ratones infectados con MA15 en los días 1-4 pi En contraste, 
El ARNm se amplificó a partirde ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) hasta el día 14 pi, pero el ARNm, que indica la 
transcripción viral, se amplificó consistentemente solo hasta el día 5 pi Se detectó ARNm tan tarde como el día 7 pi por RT-PCR en 
uno de cuatro de los ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) ( Tablas 4 v5 1. 



Tabla 4. 

Detección de SARS-CoV y MA15 vRNA 
https://doi.Org/1 0.1371 /¡ournal.ppat.0030005.t004 



Tabla 5. 

Detección de SARS-CoV y MA15 mRNA 
https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.t005 


También pudimos amplificar vRNA y mRNA de sangre, cerebro, timo, corazón y bazo de ratones infectados con MA15 I Tablas 4 v5 ). 
El ARNm viral se detectó consistentemente por RT-PCR en los tejidos de ratones inoculados con MA15 desde el día 2 pi hasta el día 4 
pi yen el timo y el corazón de los ratones infectados con MA15 tan pronto como el día 1 pi. En contraste, el ARNm viral y viral fueron 
detectado transitoriamente en muy pocos ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) y solo en la sangre, el bazo y el timo. El ARNm y 
el ARNm viral no se detectaron mediante análisis de RT-PCR en hígado, intestinos o riñones de ratones infectados con MA15 o 
SARS-CoV (Urbani). Estos tejidos pueden contener factores que inhiben la amplificación por RT-PCRde los ARN del SARS-CoV, ya 
que el virus se aisló de los homogenatos de hígado de ratones infectados con MA15 pero no se detectó por RT-PCR, y el ARNm viral 
se detectó en los intestinos por hibridación in situ (datos no publicados). En resumen, se detectó ARN específico de virus o virus en 
sangre, pulmón, timo, cerebro, bazo, hígado y corazón de casi todos los ratones infectados con MA15. En contraste, se detectó ARN 
específico de virus o virus en los pulmones, y solo esporádicamente en sangre, bazo y timo de ratones infectados con SARS-CoV 
(Urbani)( Tablas 3-51. 












Hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos 


Los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) mostraron una rápida progresión de infiltrados de células inflamatorias 
mononucleares focales, leves, perivasculares y peribronquiolares a una neumonitis intersticial difusa, pero transitoria, en el día 3 pi ( 
Figura 4 A. 4 C, 4 E y 4 G). Células epiteliales columnares ciliadas ocasionales de los bronquiolos y los neumocitos alveolares teñidos 
para antígeno viral por inmunohistoquímica (IHC) ( Figura 5 A. 5 C, 5 E y 5 G). No se detectaron antígenos virales en el día 14 pi, y la 
mayoría de los ratones en este momento no mostraron histopatología pulmonar significativa (datos no publicados). 
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Figura 4. Cambios histopatológicos en los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) e infectados con MA15 (tinción con 
hematoxilina y eosina, aumentos originales * 25) 

Día 1 pi (A) SARS-CoV (Urbani): ratones infectados: no hay infiltrados de células inflamatorias significativas. (B) Ratones 
infectados con MA15: focos de infiltrados inflamatorios perivasculares, peribronquiolares e intersticiales compuestos 
predominantemente por células mononucleares. 

Día 2 pi (C) Igual que en (A). (D) Ratones infectados con MA15: foco de células inflamatorias mononucleares pequeñas en el 
intersticio alveolar. 

Día 3 ratones infectados con pi (E) SARS-CoV (Urbani): neumonitis intersticial extensa y confluente. (F) Ratones infectados con 
MA15: inflamación intersticial leve con picnosis difusa y cariorrexis de neumocitos alveolares. 

Día 4 ratones infectados con pi (G) SARS-CoV (Urbani): infiltrados de células inflamatorias pequeñas y discretas que involucran 
el intersticio alveolar. (H) Ratones infectados con MA15: inflamación intersticial leve y restos intraalveolares necróticos. Los 
ratones fueron inoculados con 10 5 6 TCID 50 virus MA15 / ratono 10 50 TCID 50 SARS-CoV (Urbani) / ratón. 
https://doi.Org/1 0.1371 /¡ournal.ppat.0030005.Q004 
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Figura 5. Tinción inmunohistoquímica para antígeno SARS-CoV en pulmones de ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) o infectados con 
MA15 

La tinción inmunohistoquímica se muestra en rojo. 

Día 1 ratones infectados con pi (A) SARS-CoV (Urbani): antígeno presente en células epiteliales respiratorias ciliadas 
ocasionales en bronquiolos. (B) Ratones infectados con MA15: tinción difusa y extensa del epitelio respiratorio bronquiolary 
neumocitos alveolares. 

Día 2 ratones infectados con pi (C) SARS-CoV (Urbani): tinción de células epiteliales bronquiolares ocasionales y neumocitos 
alveolares raros. (D) Ratones infectados con MA15: tinción predominantemente en células intactas y desprendidas en alvéolos 
pulmonares. 





Día 3 ratones infectados con p¡ (E) SARS-CoV (Urbani): tinción ocasional de neumocitos alveolares y epitelio bronquiolar. (F) 
Ratones infectados con MA15: tinción extensa de abundantes restos necróticos intraalveolares. 

Día 4 ratones infectados con p¡ (G) SARS-CoV (Urbani): foco ocasional de tinción predominantemente de neumocitos. (H) 
Ratones infectados con MA15: tinción extensa de abundantes restos necróticos intraalveolares. Anticuerpo primario, anticuerpo 
de conejo anti-SARS-CoV; anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina con contrafuerte de naftol rojo rápido y 
hematoxilina; aumentos originales x 25. Los ratones fueron inoculados con 10 5 6 TCID 50 virus MA15 / ratono 10 5,0 TCID 50 
SARS-CoV (Urbani) / ratón. 
httPs://doi. ora/10.1371 /iournal.DDat.0030005.a005 


En comparación, la patología pulmonar de ratones infectados con el virus MA15 mostró una rápida progresión de cambios 
inflamatorios ( Figura 4 B, 4 D, 4 F y 4 Fl), pero con un daño más extenso a las células epiteliales bronquiolares y alveolares ( Figura 6 
A y 6 B). Estos cambios fueron especialmente evidentes en los neumocitos, y se identificaron muchas células desprendidas, 
picnóticas y necróticas en los espacios alveolares ( Figura 6 A). Los infiltrados inflamatorios, aunque se identificaron 
consistentemente, fueron generalmente de intensidad similar a los observados en los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV 
(Urbani) ( Figura 4 ). Sin embargo, la distribución y cantidad de antígenos virales identificados por IHC fue mucho mayor en los 
pulmones de ratones infectados con MA15 que en los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV (Urbani) ( Figura 5 ). Los 
antígenos intracelulares del SARS-CoV se distribuyeron de manera extensa y abundante en el epitelio bronquiolar, los neumocitos 
alveolares y en los restos necróticos dentro de las luces de los alvéolos y bronquiolos de los ratones infectados con MA15 ( Figura 6 C 
y6D). 



Figura 6. Histopatología y localización inmunohistoquímica de antígenos SARS-CoV en los pulmones de ratones infectados con el virus 
MA15 

Abundantes restos celulares necróticos (flechas) en alvéolos (A) y una luzbronquiolo (B) de ratones en los días 2 y 3 pi, 
respectivamente. Abundantes antígenos del SARS-CoV (puntas de flecha) dentro de los neumocitos alveolares (C) y en restos 
celulares alveolares y bronquiolares necróticos en ratones en el día 2 pi (D). 

(A y B) tinción con hematoxilina y eosina; (C y D) anticuerpo primario, anticuerpo de conejo anti-SARS-CoV; anticuerpo 
secundario conjugado con fosfatasa alcalina con contrafuerte de naftol rojo rápido y hematoxilina; aumentos originales * 100. 
Los ratones se inocularon con 10 5 6 TCID 50 virus MA15 / ratón. 
https://doi.Org/1 0.1371 /¡ournal.ppat.0030005.Q006 


No se identificaron cambios histopatológicos significativos en los órganos extrapulmonares, incluidos el hígado, el bazo, el timo o el 
cerebro, de ratones infectados con el virus SARS-CoV (Urbani) o MA15. Además, los antígenos SARS-CoV no se detectaron en 
ninguno de estos tejidos mediante tinción con IHC. 


Cambios en los recuentos sanguíneos y la química en ratones infectados con MA15 

La infección de ratones jóvenes BALB le con 10 6,4 TCID 50 / ratón del virus MA15 dio como resultado niveles elevados de la enzima 
hepática fosfatasa alcalina (ALP) en los sueros recolectados en los días 1-6 pi. Los niveles de ALP fueron significativamente mayores 
en los sueros de MA15 inoculados ratones de lo que estaban en sueros previos a la infección de los mismos ratones. Los niveles 
séricos de ALP en ratones inoculados con MA15 también fueron significativamente más altos que los de ratones inoculados con 10 6,4 
TCID 5 0 / ratón de SARS-CoV (p = 0,0045; Tabla S5 ). Los niveles de otras enzimas hepáticas, incluidas la aspartato 
aminotransferasa, alanina aminotransferasa, gamma glutamil transferasa, creatina quinasa, nitrógeno ureico, bilirrubina total y 
albúmina, no se alteraron significativamente después de la inoculación con el virus MA15 (datos no publicados). Aunque se 
observaron niveles moderadamente elevados de creatinina en ratones inoculados con MA15, no se observaron diferencias 
significativas entre los ratones inoculados con MA15 y con SARS-CoV, lo que sugiere que esto no se asoció con el fenotipo letal del 
virus MA15. Además, se observaron linfopenia y neutrofilia significativas después de la infección con el virus SARS-CoV y MA15. 
Aunque algunas muestras se perdieron debido a la coagulación de la sangre, las alteraciones en los recuentos de linfocitos y 
neutrófilos fueron más graves después de la infección con el virus MA15 que después de la infección por SARS-CoV ( Tabla S5 ). 


La infección primaria con SARS-CoV (Urbani) protege a los ratones del desafío letal con el virus MA15 


Para determinar si el virus MA15 se puede utilizar como un desafío más estricto en la evaluación de vacunas y terapia antiviral 
diseñada para el SARS-CoV que el SARS-CoV (Urbani) no letal, inoculamos ocho ratones con 50 pL de SARS-CoV (Urbani) a 10 A { 
5 ^TCID so / ratón y se inmunizaron de forma simulada con ocho ratones adicionales. Cuatro semanas después de la inoculación, los 
ratones fueron desangrados para la determinación de anticuerpos neutralizantes de suero específicos de SARS-CoV y se les realizó 
un desafío con 10 6,9 TCID 50 del virus MA15. Los ratones fueron seguidos diariamente para detectar signos de morbilidad y 
mortalidad. Se detectaron anticuerpos neutralizantes en suero a títulos bajos (1:10) en ratones inmunizados con SARS-CoV, pero no 
en ratones inmunizados de forma simulada (<1: 8). Sin embargo, los ratones inmunizados con SARS-CoV se protegieron del desafío 
letal y demostraron una morbilidad reducida (~ 11 % de pérdida de peso en comparación con> 20% de pérdida de peso en ratones 
inmunizados con simulación) después de un desafío de alto título con el virus MA15. Los ratones inmunizados de forma simulada no 
sobrevivieron después del día 4 después del desafío con el virus MA15 l Figura 7 ). 
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Figura 7. Desafío de SARS-CoV o ratones inmunizados con el virus letal MA15 

Grupos de ocho ratones (8 semanas de edad) fueron inmunizados intranasalmente con 50 pL de SARS-CoV (Urbani) (10 5 TCID 
50 / ratón) o medio de cultivo de tejidos L15. Cuatro semanas después de la inmunización, los ratones se expusieron por vía 
intranasal con 50 pl de virus MA15 (10 6 9 TCID 50 / ratón), se pesaron diariamente y se observaron dos veces al día para 
determinar la morbilidad y la mortalidad. Los ratones supervivientes que perdieron más del 20% del peso corporal inicial fueron 
sacrificados. Los símbolos representan valores medios para ratones inmunizados con SARS-CoV (triángulos) y ratones 
inmunizados simulados (círculos). Las barras de error indican error estándar. 
https://doi.ora/10.1371 /iournal.Dpat.0030005.a007 


Discusión 

El paso en serie de SARS-CoV (Urbani) en los pulmones de ratones BALB / c resultó en un SARS-CoV (virus MA15) adaptado a ratón 
que es letal para ratones BALB / c jóvenes (de 6 a 8 semanas de edad). La virulencia y la letalidad del virus MA15 son el resultado de 
seis mutaciones en el genoma del SARS-CoV que ocurrieron en 15 pasajes a través de ratones BALB / c. La introducción de estas 
seis mutaciones en un clon infeccioso recombinante de SARS-CoV, rMAÍ 5, confirió un fenotipo letal al virus para ratones BALB / c 
jóvenes. Cinco de estas seis mutaciones (sin incluir la mutación T67A que ocurre en la proteína no estructural [nsp] 9 de ORF lab) 
ocurren dentro de nsp 5 (dos mutaciones), nsp 13, S y M. Estos genes han sido reportados como uno donde se produjo la evolución 
de la secuencia durante la adaptación de SARS-CoV en humanos [ 7 ]. Las mutaciones en nsp 9, nsp 5 (H133Yy E269A dentro de la 
proteasa principal, 3CL pro ) y nsp 13 (A4V dentro de la proteína helicasa) no ocurren dentro de ningún dominio funcional conocido y no 
alteran los sitios de escisión conocidos utilizados en el procesamiento de la poliproteína ORF lab. Además, las mutaciones en el virus 
MA15 no ocurren en ninguna posición específica de aminoácidos identificada por el Consorcio de Epidemiología Molecular del SARS 
chino [7 ]. Solo la mutación en S (Y436H) ocurre dentro de un dominio funcional conocido, el motivo de unión al receptor (RBM). Otros 
informes han indicado que las mutaciones dentro de la RBM pueden explicar la mayor afinidad del virus por su receptor celular de la 
enzima convertidora de angiotensina 2 [ 8 ]. Sin embargo, la mutación Y436H en el virus MA15 no ocurre en sitios previamente 
identificados de la interacción RBM y la enzima convertidora de angiotensina 2, y los hallazgos preliminares sugieren que la mutación 
Y436H no aumenta la unión del SARS-CoV (Tor2) RBD a la angiotensina murina. enzima convertidora 2 [9 ]. 

Los informes de adaptación de un virus de influenza A para aumentar la virulencia en ratones indican que múltiples productos génicos 
pueden interactuar o contribuir independientemente a la virulencia. En una adaptación de influenza A / FM /1/47 (FM-MA), los 
hallazgos indicaron que cuatro segmentos de genes virales contribuyeron a aumentar la virulencia [4 ], pero análisis adicionales 
indicaron que las mutaciones que ocurrieron en al menos dos y probablemente tres productos genéticos actuaron sinérgicamente para 
dar cuenta de la mayor virulencia [10 -12 ]. El icSARS-CoV recombinante produjo neumonía leve identificada por los cambios de 
rayos X en macacos, similar a la enfermedad clínica observada con el SARS-CoV de tipo salvaje (Urbani) [13 ]. De acuerdo con estos 
hallazgos, el SARS-CoV recombinante con las seis mutaciones nuevas adaptadas al ratón, rMAI 5, recapituló un fenotipo mortal de 
enfermedad respiratoria en ratones, lo que demuestra la capacidad de los clones moleculares de SARS para capturar fenotipos de 
enfermedades complejas. Generamos otros dos SARS-CoV recombinantes, rMAI 5 SM (que codifica las dos mutaciones en los genes 
S y M) y rMAI5 oRFlab (que codifica las cuatro mutaciones en ORF lab). Ninguno de estos fue letal f Tabla 2 ) en ratones BALB le, lo 
que indica que la adaptación de SARS-CoV para ratones BALB / c implica mutaciones en al menos dos y posiblemente tres genes (S 
+ ORF lab, M + ORF lab o S + M + ORF lab). Aunque los virus recombinantes que portaban dos o cuatro de las mutaciones no eran 
letales, cada uno tenía un fenotipo diferente al del SARS-CoV (Urbani). Es posible que las mutaciones en S y M contribuyan al 
aumento de la viremia ( Figura S2 ) vque las mutaciones en ORF lab contribuyan al aumento de la patogenicidad indicada por la 
pérdida de peso ( Tabla 2 ). 

Tanto la virología cuantitativa como el análisis IHC de los pulmones de los ratones infectados con MA15 indican niveles 
extraordinariamente altos de replicación viral en los tejidos pulmonares desde las 24 hpi, y el nivel de replicación permanece alto hasta 
el día 4 pi. A diferencia de los ratones infectados con SARS-CoV, en qué antígeno viral se detecta mediante la tinción de IHC a niveles 
modestos en el epitelio bronquial y en los neumocitos alveolares en los días 1 y 2 pi, el epitelio bronquial de los ratones infectados con 
MA15 está repleto de antígeno viral en el día 1 pi, al igual que los neumocitos alveolares en los días i y 2 pi Para el día 3 pi, el antígeno 
viral rara vez se detecta en los pulmones de ratones infectados con SARS-CoV; en contraste, el antígeno viral permanece abundante 
en neumocitos, restos necróticos y células picnóticas en ratones infectados con MA15 hasta el día 4 pi 

En este modelo, el día 3 al día 4 pi parece ser un momento crítico para el resultado de la infección por SARS-CoV. Los ratones 
infectados con SARS-CoV (Urbani) demuestran una inflamación intersticial pronunciada pero transitoria en el día 3 pi que está 
ausente en los ratones infectados con MA15. Esta inflamación transitoria no está asociada con una pérdida de peso significativa, pero 
coincide con el comienzo de la eliminación viral de los pulmones. En contraste, para el día 3 pi, los ratones infectados con el virus 
MA15 pierden peso y los restos celulares necróticos comienzan a llenar los bronquiolos y los alvéolos. Para el día 4 pi, los ratones 
infectados con MA15 han perdido más del 20% de su peso corporal inicial, y varios mueren sin otros signos clínicos evidentes como 
ataxia, parálisis, postura encorvada, etc. Títulos virales en los pulmones de ratones infectados con MA15 son hasta 1,000 veces más 
altas que las de los ratones infectados con SARS-CoV por 24 hpi y permanecen más altas que los niveles máximos en los ratones 
infectados con SARS-CoV hasta el día 4 pi La hibridación in situ confirma aún más la señal intensa y persistente de MA15 (y rMAI 5) 
vRNA en tejidos pulmonares en el día 4 pi cuando vRNA de SARS-CoV (Urbani) y los virus no letales rMAI 5 S m y rMAI 5 oRFlab son 
menos abundantes ( Figura S3 ). Los datos objetivos relacionados con la dificultad respiratoria, como la pletismografía y la medición 
de gases en sangre, no se pudieron recopilar debido a limitaciones prácticas y logísticas en los experimentos realizados en un 
laboratorio de Nivel 3 de bioseguridad animal. Sin embargo, nuestros hallazgos indican que los ratones infectados con el virus MA15 
mueren como resultado de una infección viral pulmonar abrumadora y la destrucción de las células epiteliales bronquiolares y los 
neumocitos alveolares. La carga viral en casos de SARS fue un determinante importante de enfermedad grave y muerte [ 14 ], pero el 
mecanismo de la enfermedad que conduce a un desenlace fatal en casos humanos de SARS puede ser diferente al observado en 
ratones BALB / c infectados con MA15. El mecanismo de la muerte después de la infección por SARS-CoV en humanos, y 



particularmente la contribución relativa del daño inducido por el virus y la inmunopatología, no se comprenden completamente. La 
histopatología documentada en los ratones infectados con el virus MÁ15 incluye una progresión rápida y un daño extenso a las células 
epiteliales bronquiolares y alveolares ( Figura 6 A v6 B), pero no muestra algunas características como el edema alveolar y las 
membranas hialinas que se informaron en muchos pacientes infectados con SARS-CoV, o en ratones ancianos infectados con la cepa 
Urbani de SARS-CoV [15]. Esto puede explicarse por la virulencia relativa de la cepa MA15 y el tiempo pi cuando se evaluaron los 
pulmones. Los ratones infectados con el virus MA15 desarrollaron una morbilidad severa y murieron dentro de los 3 a 5 días 
posteriores a la infección y no sobrevivieron lo suficiente como para mostrar la progresión del daño alveolar difuso visto en ratones de 
edad avanzada o en pacientes humanos, que sobreviven durante un periodo de tiempo relativamente prolongado antes de sucumbirá 
las complicaciones de la infección aguda. En ratones de edad avanzada después de la infección por SARS-CoV, se observan 
cambios histopatológicos indicativos de daño alveolar difuso progresivo, incluidos depósitos proteicos alrededor de las paredes 
alveolares y edema intraalveolar, que comienzan el día 5 [15 j. 

La rápida progresión de la infección y la replicación pulmonar extensa y persistente del virus se acompañan de viremia y detección de 
virus en sitios extrapulmonares, lo que sugiere que otros factores pueden contribuir al aumento de la patogenicidad del virus MA15. Se 
observa un estado virémico prolongado o una viremia secundaria en ratones infectados con MA15 y rMA15 que no se observa 
después de la infección con los SARS-CoV recombinantes (Urbani), rMA15 S m 0 rMA15 oRFlab ■ El modelo de virus MA15 captura la 
viremia y la participación de múltiples órganos observada en pacientes humanos con SARS [ 16 ]. Sin embargo, como en todos los 
casos de SARS, el sitio primario de infección es el pulmón. 

La perfusión de los tejidos recolectados de los ratones en estos experimentos no se realizó y, por lo tanto, no podemos estar seguros 
de que la detección de vRNA en varios sitios extrapulmonares en ratones inoculados con MA15 no se deba al virus transportado a los 
órganos y a la sangre. Sin embargo, en los días 2 a 4 pi, los ARNm específicos de MA15 en diversos tejidos se detectan con mayor 
frecuencia e intensidad de señal que en la sangre completa, y la presencia de ARNm de MA15 en tejidos extrapulmonares se detecta 
por hibridación in situ. Además, el virus infeccioso se detectó en el día 1 pi en homogeneizados de tejidos extrapulmonares cuando la 
RT-PCR del ARN de la sangre no amplificó ningún producto viral específico ( Tablas 3 - 5 ). En conjunto, estas observaciones 
respaldan la hipótesis de que el virus está presente y se replica a niveles bajos en los tejidos extrapulmonares. 

En ratones BALB / c infectados con el virus MA15 o SARS-CoV, se observó linfopenia y neutrofilia significativas en comparación con 
los niveles previos a la infección. Los ratones infectados con el virus MA15 tenían linfopenia y neutrofilia significativamente mayores 
que los ratones infectados con SARS-CoV, lo que refleja la evidencia hematológica de una mayor gravedad de la enfermedad 
después de la infección por el virus MA15. Los ratones infectados con el virus MA15 también tuvieron niveles significativamente más 
altos de ALP que los ratones no infectados o infectados con el SARS-CoV. Los niveles elevados de ALP, una enzima que se 
encuentra en todos los tejidos, pero especialmente concentrada en el hígado, puede indicar la destrucción celular en el hígado, los 
intestinos u otros tejidos. Los informes de niveles elevados de ALP en pacientes con SARS son raros [17,18], pero la neutrofilia y la 
linfopenia se han informado con frecuencia en casos humanos de SARS [19 - 25 ]. Aunque se puede especular que el tratamiento con 
esferoides y las infecciones bacterianas secundarias son la causa de la neutrofilia, algunos pacientes con SARS tenían neutrofilia 
antes del inicio del tratamiento con esteroides y en ausencia de infecciones bacterianas [ 26 ]. Además, los recuentos de neutrófilos 
absolutos elevados en la presentación fueron indicadores independientes del resultado grave del SRAS en casos humanos 121 .21. 
28 1. Las causas definitivas de linfopenia, neutrofilia y niveles elevados de ALP no se han identificado en casos humanos de SARS o 
en este modelo de ratón. 

El virus SARS-CoV MA15 adaptado al ratón será una herramienta valiosa para evaluar las vacunas y la terapia antiviral del SARS- 
CoV. La virología cuantitativa fue la única medida de resultado disponible en ratones BALB /c jóvenes desafiados con SARS-CoV 
(Urbani). Debido a que el virus MA15 se replica rápidamente a un título alto y es letal para los ratones BALB /c jóvenes, este virus 
proporciona un desafío más estricto que el virus SARS-CoV (Urbani) para evaluar la eficacia de las intervenciones terapéuticas o las 
estrategias de prevención. La profilaxis que puede rescatar ratones infectados con MA15 de un resultado letal debe reducir la carga 
viral en los pulmones muy rápidamente (por ejemplo, dentro de las primeras 24 h). La profilaxis que logra tal reducción en la carga del 
virus MA15 también puede reducirla gravedad de la inmunopatología que sigue. Se demostró una reducción de la inmunopatología en 
un modelo de hámster SARS-CoV cuando un anticuerpo monoclonal específico para la proteína de pico de SARS-CoV administrado 
el día después de la infección pudo detener un aumento adicional en el título viral en los pulmones [29 ]. Si se puede demostrar una 
protección similar contra el desafío con el virus MA15 en ratones BALB le, la eficacia de la intervención estará bien probada. 

La infección de ratones jóvenes BALB le con el virus MA15 proporciona un modelo que es pequeño y accesible y que puede 
evaluarse ampliamente a nivel inmunológico. Finalmente, y lo más importante, la infección por el virus MA15 de ratones BALB le 
jóvenes proporciona muchos elementos que replican las observaciones en casos agudos (y crónicos) de infección por SARS en 
humanos, incluidos los cambios de secuencia durante la adaptación en varios genes (nsp 5, nsp 13, S , y M); replicación viral y 
cambios histopatológicos en pulmones de animales infectados; viremia detección de vRNA en sitios extrapulmonares, incluidos los 
intestinos; indicadores clínicos de enfermedad, incluida la mortalidad; y cambios en los recuentos sanguíneos, incluyendo linfopenia y 
neutrofilia. La disponibilidad de un clon molecular del virus MA15, y la capacidad de generar virus recombinantes de SARS-CoV 
adicionales que recapitulan el fenotipo in vivo, permitirá una exploración detallada de los mecanismos que median la patogénesis del 
SARS-CoV y el daño pulmonar agudo. 

Materiales y métodos 

Todos los experimentos con animales y virus se llevaron a cabo en laboratorios de Bioseguridad Nivel 3 o en instalaciones para 
animales, y todo el personal llevaba equipo de protección personal, incluidos trajes y capuchas Tyvek y respiradores de aire con filtro 
de presión positiva HEPA. Todos los protocolos de animales empleados en estos estudios han sido aprobados por el Comité de 
Cuidado y Uso de Animales del NAID. 


Paso en serie de SARS-CoV en ratones. 

Se administró una dosis de 10 5 50% TCID 50 de SARS-CoV (Urbani) por vía intranasal a un ratón BALB / c hembra de 6 semanas de 
edad ligeramente anestesiado en un volumen total de 50 pL [ 30 ]. Dos días después de la inoculación, se sacrificó el ratón y se 
extrajeron sus pulmones y se homogeneizaron con un homogeneizador Omni GLH EX-Gen (Omni International, http://www.omni- 
inc.com ) como una suspensión al 10% p / v en Medio L15 de Leibovitz (Invitrogen, http://www.invitroaen.com ), complementado con los 
siguientes antibióticos: 0.4 mg / L de piperacilina (Sigma, http://www.siamaaldrich.com ), 0.1 mg / L de gentamicina (Invitrogen) y 5 mg 
/ L de anfotericina B (Quality Biological, http://www.aualitvbioloaical.com ). El homogeneizado de pulmón se aclaró por centrifugación a 
baja velocidad a 2.000 rpm (650 g) durante 5 minutos, y el sobrenadante se administró por vía intranasal a tres ratones sin tratamiento 
previo. El proceso de inoculación intranasal de tres ratones BALB le hembras con sobrenadantes agrupados y clarificados de 
homogeneizados pulmonares al 10% recogidos de 2 a 3 ppp se repitió 14 veces. 



Identificación del fenotipo letal y clonación biológica de un virus letal. 


El sobrenadante de los homogenados de pulmón P15 se sometió a tres rondas de dilución terminal en células Vero. Luego, se 
añadieron diluciones en serie de 5 veces a las células en placas de 96 pocilios (una dilución / placa). Dos o tres días después, cuando 
el efecto citopático fue evidente en no más de nueve pocilios por placa, se recogieron, diluyeron y transfirieron sobrenadantes de 
pocilios infectados a monocapas frescas de células Vero. Después de la tercera ronda de dilución terminal, se analizaron 50 pL de 
cinco clones independientes para determinar la letalidad en cuatro ratones BALB / c hembras de 8 semanas de edad. La mortalidad 
asociada con estos cinco clones estuvo entre 50% y 100%. Uno de estos cinco clones (MA15) que causó el 100% de letalidad en 6 
días se expandió por dos pasajes más en las células Vero y se usó en estudios posteriores. 


Replicación de virus en el tracto respiratorio de ratones. 


Los ratones BALB / c hembras jóvenes (de 6 a 8 semanas de edad) se anestesiaron ligeramente y se inocularon por vía intranasal con 
50 pl de virus diluido en serie. Para el SARS-CoV (Urbani), se administró una dosis de 10 5 TCID 50 / ratón a menos que se indique lo 
contrario. Para dosis letales del virus MA15, la dosis administrada fue igual a 10 5 6 TCID 50 / ratón; para dosis sub letales, la dosis 
administrada fue igual a 10 3,6 TCID 50 l ratón. En varios puntos de tiempo pi, se sacrificaron ratones y se recogieron tejidos para 
análisis. Para la determinación de los títulos virales, los tejidos se homogeneizaron hasta una suspensión final al 10% p / ven medio 
L15 de Leibovitzsuplementado con antibióticos. Los homogeneizados de tejidos se clarificaron por centrifugación a baja velocidad, y 
los títulos de virus se determinaron en células Vero en placas de 24 y 96 pocilios como se describió previamente [ 30 ]. Los títulos de 
virus se expresan como TCID 50 /g de tejido con un límite inferior de detección de 10 1,5 TCID 50 /g. 


Purificación de vRNA. 


Los homogeneizados de tejidos se clarificaron por centrifugación a baja velocidad; los sobrenadantes se transfirieron a tubos 
Eppendorf ( http://www.eppendorf.com ) y se clarificaron adicionalmente por centrifugación a 16,000 g durante 3 min. El ARNv se 
extrajo de 600 pL de sobrenadante utilizando el Mini Kit QlAamp Viral RNA (Qiagen, http;//www1 .giaaen.com ) eluido en 50 pL de 
agua, cuantificado por medición de densidad óptica a 280 nm en un NanoDrop ND-1000 espectrofotómetro (NanoDrop Technologies, 
http://www.nanodrop.com ), y almacenado a -80 ° C. 


RT-PCRy análisis de secuencia. 


Los ADNc de primera cadena se generaron mediante transcripción inversa a partir de ARN purificado de sobrenadantes celulares 
clarificados de células Vero infectadas con SARS-CoV MA15, SARS-CoV (Urbani) (P0), o de los sobrenadantes clarificados de 
homogenados de pulmón P15 usando reactivos de Brilliant qRT-PCR Plus Core Reagent Kit (Stratagene, http://www.strataaene.com ). 
En resumen, 11 pL de vRNA se desnaturalizaron por calor a 95 ° C durante 2 minutos y se inactivó en hielo antes de la adición de 10X 
Core RT Buffer, 0.2 pg cebadores aleatorios, 0.08 pmol dNTP mezcla, y 20U StrataScript transcriptasa inversa para una reacción de 
20 pL mezcla. La transcripción inversa se realizó con una incubación inicial de 25 ° C durante 10 minutos, seguida de una incubación 
de 30 minutos a 45 ° C y una desnaturalización de 3 minutos a 95 ° C. Los ADNc de primera cadena se amplificaron en productos de 
PCR superpuestos que abarcaban todo el genoma. Se amplificaron tres microlitros de cada reacción de ADNc por PCR usando el kit 
Advantage-HF PCR (BD Biosciences, http://www.bdbiosciences.com ) o la ADN polimerasa mejorada de Herculase (Stratagene) 
según los protocolos de los fabricantes. Se usaron quince pares de cebadores para generar los productos de PCR superpuestos ( 
Tablas SI y S2 ). Los productos de amplificación se visualizaron en geles de agarosa y se purificaron mediante el uso del kit de 
extracción de gel QIAquick (Qiagen). Los productos de PCR se secuenciaron en ambas direcciones hacia adelante y hacia atrás, 
usando 69 cebadores hacia adelante y 62 hacia atrás ( Tabla S3 ). La secuenciación automática se realizó utilizando el kit de 
secuenciación de ciclos BigDye Terminator versión 3.1 (Applied Biosystems) según las instrucciones del fabricante en un analizador 
de ADN ABI Prism 3730 (Applied Biosystems). Las secuencias se ensamblaron y analizaron con el software Vector NTIy Auto 
Assembler DNA Sequence Assembly (ABI Prism; Applied Biosystems). Cuando se identificó una mutación en comparación con la 
secuencia publicada SARS-CoV (Urbani), se realizaron reacciones independientes de RT-PCRy se secuenciaron los productos de 
RT-PCR posteriores a través de la región que contiene la supuesta mutación para confirmar la mutación. 


Detección de SARS-CoV por RT-PCR. 


El ARN total se aisló de varios tejidos o sangre completa y se purificó usando un Mini Kit RNeasy (Qiagen) con una digestión de 
DNasa en columna (Conjunto de DNasa libre de RNasa; Qiagen), según el protocolo del fabricante. Aproximadamente 0,8 g de tejido, 
cortado en trozos no mayores de 0,5 cm por cada lado, se recogieron en 1 mi de RNAIater (Ambion, http://www.ambion.com ) y se 
almacenaron a temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente a 4 ° C hasta su procesamiento. Cualquier tejido no utilizado 
restante después de un mes se movió a -20 ° C. Aproximadamente la mitad o 0.2-0.4 g de tejido se homogeneizó con una sonda 
desechable (Omni International) en 900 pL de tampón RLT (RNeasy Mini Kit; Qiagen), suplementado con 1% (v/ v) de (3- 
mercaptoetanol (Sigma). Las suspensiones de RLT se transfirieron a tubos de microcentrífuga Eppendorf de 1,8 mi y se centrifugaron 
a 4 ° C durante 3 minutos a 16,000 g . El ARN se purificó adicionalmente según el protocolo del fabricante. El ARN de la sangre 
(blood0,5 mi por muestra) se purificó utilizando un Mini Kit de Sangre de ARN QlAamp (Qiagen) según el protocolo del fabricante con 
la digestión adicional en la columna de DNasa. Los ARN se cuantificaron y 100 ng se transcribieron inversamente y se amplificaron 
como se describió anteriormente. En resumen, el ARN total se desnaturalizó por calora 95 ° C durante 2 minutos y se inactivó en hielo 
antes de la adición de 10X First Strand Buffer, 20U RNase Block, 0.3 pg cebadores aleatorios, 0.08 pmol dNTP, 25U StrataScript 
transcriptasa inversa yagua para una Reacción de 20 pl. La transcripción inversa se realizó con una incubación inicial a 25 ° C durante 
10 minutos, seguida de una incubación de 30 minutos a 45 ° C y una desnaturalización de 3 minutos a 95 ° C. Posteriormente, se 
utilizaron tres microlitros de cada reacción de RT en una PCR de 50 pL con cebadores específicos de SARS-CoV para la 
amplificación de una secuencia de 314 pb del gen de la nucleocápside (SARS-CoV hacia adelante (5'-ggtgacggcaaaatgaaagagc-3 '), 
SARS -CoV inverso (5’-ggagaatttcccctactg-3 ')). Los cebadores de (B2 microglobulina (fS2M) se usaron en reacciones separadas como 
cantidad de ARN y controles de PCR ((32M hacia adelante (5'-atgggaagccgaacatactg-3 ’), |32M inverso (5'-cagtctcagtgggggtgaat-3')). 
Las reacciones de PCR se realizaron durante un total de 35 ciclos con 50 X Advantage cDNA polymerase (Clontech, 
http://www.clontech.com ), 0.04 pmol dNTP mix (Stratagene) y 10X cDNA PCR buffer buffer (Clontech) u Opti- Prime 10X Buffer 4 
(Stratagene) suplementado con 0.02 pmol MgCI 2 (Quality Biological) para la amplificación de ARN de (3 2 M y SARS-CoV, 
respectivamente ( Tabla S4 ). 


Construcción de plásmidos de ADNc de SARS-CoV para la reconstrucción del virus recombinante adaptado a ratón rMA15. 


Seis cambios de codones (10384T> A, 10793A> C, 16177C> T, 12814A> G, 22797T> C y 26428E> K) identificados en MA15 en 
comparación con la secuencia publicada de SARS-CoV (Urbani), se insertaron en clones de ADNc y utilizado para construir y rescatar 
clones recombinantes infecciosos de SARS-CoV (Urbani) como se describe anteriormente [311- En resumen, para cada mutación se 



generaron dos amplicones superpuestos por PCR, unidos en sitios BsmBI introducidos con cebador y ligados en un ADNc de 
icSARS-CoV usando dos sitios de restricción únicos que flanqueaban la mutación de interés. Las reacciones de PCR se realizaron 
con Expand Long Taq (Roche Applied Sciences, http://www.roche-applied-science.com ) en 30 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 55 ° C 
durante 30 s, y extensiones a 68 ° C durante 1 minuto usando los siguientes cebadores en plásmidos que codifican porciones del 
genoma icSARS-CoV: para la mutación en la posición de nucleótido 10384, pares de cebadores 5-10124 ( 5-CATGT CATTT 
GCACA GCAG ) y 3'-10364C (5 1 -ATTAG GTCTC ATGGC ACAC) y 5’-10384T> A (5'-AGACC TAATT ATACC ATTAA AG) y 
3-11091C (5-CAAGC ACAAG AATGC GTGC). Una segunda amplificación por PCR usando los cebadores 5-10124 y 3-11091C 
produjo un producto de PCR que se digirió con las enzimas de restricción apropiadas (Bglll, Mfel) y se ligó al plásmido de ADNc 
icSARS-CoV. De manera similar, la mutación 10793 se construyó utilizando los pares de cebadores 5-10124 y 3-10770C (5'-CTTTC 
AAAGC AGCAC ACATA TC) y 5'-10793A> C (5-GAAAG CGCTG CTGCA GAATG) y 3-11091C , seguido de amplificación con los 
cebadores 5-10124 y 3'-11091C. Este producto de PCR se digirió con las enzimas de restricción apropiadas (Bglll y Mfel) y se ligó 
en el plásmido de ADNc icSARS-CoV. La mutación 12814 se construyó de manera similar usando los pares de cebadores 5-M13R3 
y 3-SARS D muí (-) (5'-NNNCG TCTCG TTCCA GTTCT GCGTA AATTG TACCT GTACC)y 5 'SARS Dmul (+) (5’-NNNCG TCTCT 
GGAAC CACCTTGTAG GTTTG) y 3 'D1500 (-) (5-CCCTG TAGAC GACAT CAGTAC). Los dos amplicones resultantes se unieron 
después de la digestión (con BsmBI) y la purificación (QIAquick PCR Purificaron Kit; Qiagen). El ADN del producto se digirió con 
BamHly Acll y se insertó en un ADNc icSARS-CoV. La mutación 16177 se construyó utilizando los cebadores 5-16004 (5- 
CATCCTAATCAGGAGTATGC) y 3-16157C (5'-CACCTACAGCCTGCAAGAC) y los cebadores 5'-16177C> T (5'- 
GCTGTAGGTGTTTGTGTATTG) y 3TGGTGTGTGTCGGTGTGATGCTGTGTGATGTGTGTGATGTGTGATGTGTG a TAG . Los 
cebadores 5'-16004 y 3'-18044C se usaron para amplificar el fragmento apropiado que se purificó y se digirió con PfIMI y BbvCI, y se 
ligó en un ADNc icSARS-CoV. La mutación 22797 se construyó usando pares de cebadores 5 '# 38 (5-AGAGG AACTG CTGTA 
ATGTC TC) y 3' SMAS MuS (-) (5'-NNNCG TCTCT ATGAT TACCA GTTGA AGTAG CATC) y 5 'SMAS SMuS (+) (5'-NNNCG TCTCA 
TCATAA TTATA AATAT AGGTA TCTTA GACAT GG) y 3 'SARS E 4592 (-) (5'-CTAGC ACAAA TGCCA GCTCC). Los dos 
amplicones resultantes se unieron después de la digestión (con BsmBI) y la purificación y la ligadura. El producto completo se digirió e 
insertó en un ADNc icSARS-CoV utilizando los sitios de endonucleasa de restricción Agel y Salí. La mutación 26428 se construyó 
utilizando los conjuntos de cebadores 5 '#44 (5-TGATCCTCTGCAACCTGAGC) y 3 ’ SMAS MuM (-) (5- 
NNNCGTCTCACGGTAATAGTACCGTTGTCTGC) y 5 'SMAS MuM (+) (5'- 

NNCGTTCAACACTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A que X5 (-) (5'-NNNNNTTAATTAATTAATTTGTTCGTTTATTTAAAACAACA). 
Los amplicones resultantes se ligaron después de la digestión con BsmBI. El producto que contiene la mutación se digirió e insertó en 
un ADNc icSARS-CoV en los sitios de restricción Swal y Ndel. En todos los casos, los plásmidos finales y las mutaciones en los virus 
purificados en placa se verificaron mediante RT-PCRy secuenciación. 


Ensamblaje de cDNA de longitud completa y recuperación de virus recombinantes. 


Los cDNA de longitud completa de SARS-CoV de tipo salvaje (icSARS-CoV) o recombinantes de SARS-CoV adaptados a ratón se 
produjeron como se describió anteriormente yü ]. Las transcripciones de ARN de los ADNc de longitud completa se agregaron a 800 
pl de la suspensión celular Vero E6 (8.0 * 10 ®yen una cubeta de electroporación y se administraron cuatro pulsos eléctricos de 450 V 
a 50 pF con un electroporador Gene Pulser II (Bio-Rad , http://www.bio-rad.com ) similar a los protocolos descritos previamente [ 32 , 
33 j. La presencia de ADNc y transcripciones de longitud completa se verificó por separación en geles de agarosa y visualización por 
luz UV. Las células Vero E6 transfectadas se sembraron en un matraz de 75 cm 2 y se incubaron a 37 ° C durante 2 días. Los virus se 
purificaron en placa en células Vero E6. 


Crecimiento in vitro de virus recombinantes. 


SARS-CoV (Urbani), icSARS-CoV (clon infeccioso Urbani), rMA15 (icSARS-CoV con las seis mutaciones encontradas en MA15), 
rMAl 5 oRFlab (icSARS-CoV con las cuatro mutaciones encontradas en los genes replicasa de MA15 ORF 1 ab) y rMAl 5 S m 
(icSARS-CoV con las dos mutaciones encontradas en los genes estructurales de MA15 S y M) se propagaron en células Vero E6 en 
MEM de Eagle suplementado con suero de ternera fetal al 10%, kanamicina (0.25 pg / mi), y gentamicina (0.05 pg / mi) a 37 ° C en una 
incubadora de CO 2 humidificada. Los cultivos de células Vero E6 se infectaron por duplicado a una MOI de 0.1 durante 1 h. Las 
monocapas celulares se lavaron dos veces con 2 mi de PBS y se recubrieron con MEM completo. Los sobrenadantes se recogieron 
en varios momentos pi y el virus se cuantificó por ensayo de placa en células Vero E6 en placas de 60 mm 2 . Las placas se 
visualizaron por tinción roja neutra y se contaron a las 48 h. 


Análisis de transferencia de Northern. 


Los cultivos de células Vero E6 se inocularon con virus SARS-CoV a una MOI de 1 y se incubaron durante 1 ha 37 ° C. A las 10,5 hpi, 
se aisló el ARN intracelular utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen) según las indicaciones del fabricante, y se trataron 0,1 pg de ARNm 
total con glioxal y se separaron en geles de agarosa usando NorthernMax-Gly de acuerdo con las instrucciones del fabricante 
(Ambion). El ARN se transfirió a la membrana BrightStar-Plus (Ambion) durante 3,5 h y luego se retículo a la membrana mediante luz 
UV. La transferencia se prehibridó y se sondeó con una sonda de oligodesoxinucleótido específica del gen N (5'- cttgact gccgcct ctgct 
b T b cccT b cT b Gc b -3 '), donde los nucleótidos bioti ni lados se designan con un subíndice b. Las transferencias se h¡ bridaron durante la 
noche y se lavaron con tampones de baja y alta rigurosidad según lo recomendado por el fabricante. Los filtros se incubaron con 
estrepavidina-AP, se lavaron y luego se incubaron con sustrato quimioluminiscente CDP-STAR (Ambion). Las manchas se 
superpusieron con película y se desarrollaron. 


Análisis de Western Blot. 


Diez horas pi con células SARS-CoV (Urbani), MA15 (el clon derivado biológicamente), icSARS-CoV, rMAl 5, rMAl 5 oRFlab 0 rMAl 5 
SM se lavaron una vez en PBS y se lisaron en un tampónque contenía Tris-FICL 20 mM (pH 7,6 ), NaC1150 mM, 0,5% de desoxicolina, 
1% de nonidet-p-40 y 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS). Los sobrenadantes clarificados de los núcleos se agregaron a un 
volumen igual de EDTA 5 mM / SDS al 0,9%, lo que resultó en una concentración final de SDS del 0,5%, y las muestras se inactivaron 
por calor durante 30 minutos a 90 ° C antes de transferirlas al Nivel de bioseguridad 2. Después transferidos al Nivel 2 de 
Bioseguridad, las muestras se inactivaron nuevamente por calor durante 30 minutos a 90 ° C antes de su uso. Los volúmenes de 
muestra equivalentes se cargaron en geles listos al 7,5% (Bio-Rad) y se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad). Para 
detectar los antígenos del SARS-CoV, se analizaron las transferencias con antisueros policlonales de ratón dirigidos contra partículas 
de replicón del virus de la encefalitis equina venezolana (VRP) que expresaban el SARS-CoV ORF 3a (VRP-ORF3a), S (VRP-S) o N 
(VRP -N) proteínas diluidas 1: 200 para SARS-CoV ORF 3a y 1: 500 para antisueros S y N. Las diluciones se realizaron en blotto al 
5% en PBS / Tween 20 al 0,5% y se desarrollaron usando reactivos de quimioluminiscencia ECL (Amersham, 
http://www.amershambiosciences.com ). 



Hibridación in situ. 


Las secciones embebidas en parafina, de 5 mm de grosor, se sondearon con ribosondas 35 S marcadas con UTP complementarias al 
gen N del SARS-CoV (Urbani) o el genoma del virus Sindbis, como control negativo, utilizando métodos descritos previamente [ 34 ]. 
En resumen, después del tratamiento para prevenir la unión inespecífica de la sonda, los tejidos se incubaron durante la noche con 
cualquier sonda a 5 * 10 4 cpm / pL en tampón de hibridación a 42 ° C. Los portaobjetos se lavaron, deshidrataron y recubrieron con 
emulsión NBT (Eastman Kodak, http://www.kodak.com ), y se incubaron a -80 ° C durante 5 días antes del desarrollo. La señal positiva, 
determinada por deposición de grano de plata, se evaluó mediante microscopía óptica. 


Estadísticas. 


Los títulos de virus transformados logarítmicamente se compararon en una prueba U de Mann-Whitney, y se asignó significación 
estadística a las diferencias con valores de p <0,05. 


Histopatología e inmunohistoquímica. 


Los pulmones, el hígado, el bazo, el timo y el cerebro se obtuvieron de ratones individuales sacrificados en varios puntos de tiempo, 
fijados en formalina tamponada neutra al 10% y procesados para el examen histopatológico y de IHC como se describe [35,36], Las 
secciones de tejido (3 pm) se tiñeron con hematoxilina y eosina y mediante el uso de una técnica de fosfatasa inmunoalcalina con un 
anticuerpo hiperinmune de proteína de nucleocápside anti-SARS-CoV de conejo a una dilución de 1/1000. 

información de soporte 

Figura SI. Análisis de crecimiento in vitro de ciclo único de SARS-CoV recombinantes y virus MA15 

Se infectaron cultivos de células Vero E6 a una MOI de 0,1 con virus indicados por duplicado. Los sobrenadantes se recogieron a 1,5, 
13, 23 y 36 hpi, y el virus se cuantificó por ensayo en placa en células Vero E6. Las placas se visualizaron por tinción roja neutra y se 
contaron a las 48 h. SARS-CoV (Urbani) y rMA15 S m se replican de manera similar a icSARS-CoV (datos no publicados). Los puntos 
de datos representan medias de muestras medidas por duplicado. Un experimento repetido demostró una cinética de crecimiento 
similar(datos no publicados). Diamantes, icSARS-CoV; cuadrados, MA15; círculos, rMA15; ytriángulos, rMA15 oRFlab ■ 
httDs://doi.ora/10.1371/iournal.DDat.0030005.sa001 
(28 KB PDF) 


Figura S2. Replicador) in vivo de CoV-SARS recombinantes en ratones BALB / c 

Se inocularon grupos de cuatro ratones por vía intranasal con 50 pL de virus recombinantes icSARS-CoV, rMA15 S m , rMA15 oRFlab • 
rMA15 o MA15 y se sacrificaron el día (A) día 2 p¡ o (B) día 4 p¡. valoración. Los títulos de virus se expresan como log i 0 pfu/g de 
pulmón (círculos) o log 10 pfu / mL de suero (cuadrados) de ratones individuales; Las barras representan la media geométrica del 
grupo. Los límites de detección de títulos virales de pulmón y suero son 250 pfu / mL y 50 pfu / mL, respectivamente. 
httPs://doi. ora/10.1371 /¡ournal.PDat.0030005.sa002 
(35 KB PDF) 

Figura S3. Hibridación ¡n situ de ARN de SARS-CoV en pulmones de ratones BALB / c 

Los ratones BALB / c se infectaron con el virus SAR-CoV (Urbani), rMA15 SM , rMA15 oRFlab . rMA15 o MA15. Los pulmones se 
cosecharon los días 2 y 4 pi, y la hibridación in situ se realizó como se describe en Materiales v Métodos . No se observó ninguna 
señal específica con una ribosonda de control en ningún punto de tiempo, mientras que la señal específica de SARS-CoV-N era 
fácilmente aparente dentro de los pulmones para los cinco virus en el día 2 pi En contraste, en el día 4 pi, abundante específica de 
SARS-CoV se observó señal in situ en pulmones de ratones infectados con el virus letal MA15 o el rMA15 recombinante letal, pero no 
en pulmones de ratones infectados con subclones no letales o SARS-CoV (Urbani). 
https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.sa003 
(6,7 MB PDF) 

Tabla SI. PCR Primers 

https://doi.ora/10.1371/iournal.PDat.0030005.st001 
(35 KB DOC) 

Tabla S2. Perfiles térmicos de PCR 

https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.st002 
(46 KB DOC) 

Tabla S3. Cebadores de secuencia 

https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.st003 
(44 KB DOC) 

Tabla S4. Perfiles térmicos de PCR utilizados para la detección de SARS-CoV 

https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.st004 
(36 KB DOC) 

Tabla S5. Linfopenia, neutrofilia y ALP elevada en ratones inoculados con SARS-CoV y virus MA15 

https://doi.ora/10.1371/iournal.ppat.0030005.st005 
(149 KB DOC) 


Números de acceso 


Los números de acceso de GenBank ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank ) para los virus y las secuencias que se analizan en este 
documento son secuencias SAR15-CoV MA15 adaptadas a ratón (DQ497008) y SARS-Cov (Urbani) (AY278741). 
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